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Abstract	  
	  
There	  is	  deficit	  in	  the	  number	  of	  human	  livers	  that	  are	  available	  for	  
transplantation.	  	  Additionally,	  there	  is	  no	  reliable	  model	  for	  the	  liver	  environment	  
available	  for	  laboratory	  research.	  	  Tissue	  engineering	  provides	  alternatives	  for	  organ	  
transplantation.	  	  We	  have	  created	  a	  supramolecular	  biomaterial	  out	  of	  simple	  peptide	  
and	  saccharide	  building	  blocks	  to	  act	  as	  a	  hydrogel	  scaffold	  to	  support	  culture	  of	  liver	  
cells.	  	  Using	  a	  self-­‐assembling	  peptide	  fiber	  decorated	  with	  functional	  molecules,	  we	  
were	  able	  to	  culture	  primary	  human	  hepatocytes,	  demonstrate	  their	  viability	  and	  
maintenance	  of	  phenotype.	  	  The	  hydrogel	  material	  was	  formed	  by	  coassembly	  in	  
aqueous	  buffer	  and	  characterized	  using	  transmission	  electron	  microscopy	  (TEM),	  
fluorescence	  analysis,	  and	  rheology.	  	  TEM	  was	  employed	  to	  determine	  the	  nanoscale	  
structure	  of	  the	  material.	  	  In	  order	  to	  verify	  that	  the	  peptide-­‐based	  structural	  fiber,	  cell	  
adhesion	  peptide,	  and	  amino	  sugar	  components	  of	  the	  gel	  were	  integrating	  together	  to	  
form	  the	  fibers,	  we	  used	  fluorescence	  analysis;	  this	  revealed	  that	  the	  components	  were	  
assembled.	  	  Rheology	  revealed	  that	  the	  stiffness	  of	  the	  most	  successful	  of	  the	  three	  gels	  
tested	  is	  softer	  than	  that	  of	  healthy	  liver	  tissue,	  indicating	  that	  the	  cells	  are	  not	  
receiving	  all	  of	  the	  native	  environmental	  signals.	  	  Light	  microscopy	  was	  used	  in	  order	  to	  
determine	  cell	  binding	  and	  live/dead	  cell	  staining	  was	  performed	  to	  indicate	  cell	  
viability.	  	  An	  XTT	  assay	  provided	  a	  quantification	  of	  cell	  health	  based	  on	  metabolic	  
activity	  and	  showed	  survivorship	  of	  the	  hepatocytes	  cultured	  in	  the	  customized	  
hydrogel.	  	  We	  used	  an	  enzyme-­‐linked	  immunosorbent	  assay	  of	  cell	  culture	  supernatant	  
(ELISA)	  to	  verify	  that	  the	  hepatocytes	  were	  producing	  the	  characteristic	  proteins	  that	  
provide	  an	  indication	  of	  hepatocyte	  viability.	  	  Analysis	  of	  RNA	  levels	  combined	  with	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quantitative	  polymerase	  chain	  reaction	  (qPCR)	  demonstrated	  an	  increase	  in	  gene	  
expression	  for	  hepatocyte-­‐specific	  markers.	  
	  
Introduction	  	  
Maintaining	  cellular	  function	  in	  a	  laboratory	  environment	  outside	  of	  the	  human	  
body	  is	  a	  significant	  challenge	  to	  research	  and	  translational	  therapeutics.	  	  Highly	  
specialized	  cells	  such	  as	  hepatocytes	  from	  liver	  tissue	  lose	  their	  functional	  
characteristics	  as	  they	  are	  removed	  from	  a	  patient	  and	  seeded	  onto	  standard	  tissue-­‐
culture	  plastic1.	  The	  liver	  is	  the	  largest	  internal	  organ	  and	  the	  only	  one	  capable	  of	  self-­‐
regeneration.	  	  75%	  of	  human	  liver	  mass	  can	  be	  lost	  and	  the	  organ	  will	  regenerate	  to	  its	  
original	  size2.	  	  Hepatocytes	  are	  the	  primary	  functional	  cell	  type	  in	  the	  liver,	  along	  with	  
endothelial	  and	  epithelial	  cells.	  	  Mature	  hepatocytes	  are	  typically	  polyploid,	  compared	  
to	  diploid	  liver	  stem	  cells3.	  	  The	  significance	  of	  this	  is	  not	  fully	  understood.	  	  Following	  
insult	  to	  the	  liver	  tissue,	  the	  hepatocytes	  do	  not	  recruit	  other	  cells	  to	  the	  location	  of	  the	  
injury	  and	  cell	  loss.	  	  Rather,	  the	  hepatocytes	  are	  signaled	  to	  rapidly	  divide	  and	  
proliferate2.	  	  Owing	  to	  the	  liver’s	  unique	  regeneration	  capacity,	  a	  clinically	  applied	  
scaffold	  seeded	  with	  autologous	  cells	  might	  be	  able	  to	  provide	  a	  patient	  with	  enough	  
liver	  tissue	  for	  the	  regeneration	  mechanisms	  to	  take	  over	  from	  the	  synthetic	  tissue	  and	  
produce	  a	  functional	  organ.	  	  The	  American	  Liver	  Foundation	  reports	  that	  16,000	  
Americans	  are	  listed	  for	  liver	  transplantation,	  and	  only	  6,000	  transplants	  are	  performed	  
per	  year4	  due	  to	  the	  availability	  of	  suitable	  donors.	  	  There	  is	  a	  gap	  of	  10,000	  Americans	  
who	  do	  not	  receive	  the	  donor	  liver	  that	  they	  require	  to	  survive.	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A	  three-­‐dimensional	  cell	  culture	  environment	  more	  closely	  mimics	  an	  optimum	  
growth	  and	  survival	  environment	  over	  traditional	  cell	  culture	  performed	  on	  a	  two-­‐
dimensional	  plastic	  surface5.	  	  Researchers	  who	  develop	  materials	  for	  three	  dimensional	  
cell	  culture	  have	  typically	  used	  synthetic	  polymers6	  and	  animal-­‐derived	  materials	  such	  
as	  collagen7,8	  or	  matrigel7.	  	  We	  use	  short	  and	  simple	  peptide	  nanotechnology	  to	  mimic	  a	  
natural	  material	  and	  environment,	  in	  this	  case,	  the	  extracellular	  matrix	  (ECM)	  of	  liver	  
tissue.	  	  The	  ECM	  is	  a	  network	  of	  proteins	  and	  proteoglycans	  that	  provide	  structure	  and	  
signaling	  for	  cells	  in	  their	  natural	  environment9.	  	  Using	  peptide-­‐based	  nanofibers,	  
researchers	  have	  been	  able	  to	  create	  hydrogels	  that	  provide	  structural	  support	  for	  cells	  
in	  the	  laboratory.	  	  We	  decorated	  these	  bio-­‐inspired	  peptide	  fibers	  with	  functional	  
biomolecules	  that	  are	  customized	  to	  different	  cell	  types.	  	  The	  advantage	  of	  these	  
supramolecular	  biomaterials	  is	  that	  we	  can	  assemble	  dynamic,	  biomimetic	  scaffolds	  out	  
of	  simple,	  modular	  building	  blocks10.	  	  
	  
Figure	  1.	  A	  representation	  of	  cell	  morphology	  as	  expressed	  when	  cultured	  on	  
micropore,	  microfiber,	  and	  nanofiber	  scaffolds.	  (Adapted	  from	  Stevens	  and	  
George,	  2005)20.	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Hepatocyte	  culture,	  maintaining	  hepatocyte-­‐specific	  genes	  and	  metabolic	  
function	  has	  been	  accomplished	  on	  a	  single	  layer	  of	  collagen	  for	  fewer	  than	  seven	  days.	  	  
With	  the	  addition	  of	  a	  second	  collagen	  layer	  on	  top	  of	  the	  cells	  to	  form	  a	  “sandwich”,	  for	  
a	  period	  of	  roughly	  40	  days,	  the	  cells	  maintain	  their	  specific	  morphology,	  as	  well	  as	  
secretion	  of	  albumin	  and	  urea,	  the	  production	  of	  which	  is	  indicative	  of	  hepatocyte	  
function11,12.	  	  The	  type	  I	  collagen	  used	  for	  hepatocyte	  culture	  is	  isolated	  from	  the	  tail	  of	  
rats.	  	  As	  collagen	  is	  an	  abundant	  and	  conserved	  protein,	  it	  is	  generally	  tolerated	  with	  
cross-­‐species	  introduction,	  with	  mild	  immune	  response.	  	  A	  collagen	  scaffold	  has	  the	  
tendency	  to	  lose	  its	  structure	  with	  the	  introduction	  of	  cells13	  as	  the	  cells	  can	  reorganize	  
the	  collagen	  fibers	  as	  they	  adhere	  to	  the	  matrix.	  	  	  
Chitin	  is	  a	  polysaccharide	  found	  in	  the	  exoskeletons	  of	  crustaceans	  from	  which	  
chitosan	  is	  derived.	  	  A	  chitosan-­‐collagen	  composite	  material	  was	  demonstrated	  to	  
permit	  hepatocyte	  adherence	  and	  survival	  for	  a	  period	  of	  14	  days14.	  	  Matrigel	  is	  a	  cell	  
culture	  substrate	  secreted	  by	  engineered	  mouse	  sarcoma	  cells.	  	  Matrigel	  is	  a	  mixture	  of	  
proteins	  including	  collagen	  and	  laminin	  that	  is	  used	  for	  culture	  of	  hepatocytes	  as	  well	  as	  
induced	  pluripotent	  stem	  cells15.	  	  Decellularized	  tissues	  and	  organs	  have	  also	  been	  used	  
as	  tissue	  culture	  scaffolds16.	  	  What	  the	  above	  cell	  culture	  substrates	  share	  is	  that	  they	  
are	  all	  animal-­‐derived.	  	  Polyethylene	  glycol	  (PEG)	  is	  a	  synthetic	  polymer	  that	  has	  gained	  
some	  traction	  in	  the	  field	  of	  tissue	  engineering.	  	  PEG	  gels	  form	  micro-­‐scale	  structures.	  	  
Hepatocyte	  cells	  encapsulated	  in	  PEG	  demonstrate	  more	  hepatocyte-­‐specific	  protein	  
production	  than	  those	  cultured	  in	  a	  monolayer	  on	  polystyrene.	  	  With	  the	  addition	  of	  the	  
cell-­‐binding	  peptide	  arginylglycylaspartic	  acid	  (RGD),	  the	  hepatocytes	  produce	  a	  higher	  
level	  of	  protein17.	  	  Hepatocytes	  are	  frequently	  co-­‐cultured	  with	  fibroblasts.	  	  This	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method	  has	  shown	  hepatocytes	  to	  expand	  and	  form	  aggregates	  in	  culture18,19.	  	  This	  is	  
the	  method	  that	  we	  undertook	  for	  hepatocyte	  culture	  in	  our	  materials.	  
We	  report	  the	  use	  of	  a	  peptide-­‐based	  3D-­‐scaffold	  for	  the	  culture	  of	  primary	  
human	  hepatocytes.	  	  The	  chemical	  functionality	  of	  the	  environment	  was	  customized	  for	  
maintenance	  of	  hepatocyte	  function.	  	  
In	  the	  original	  system	  developed	  by	  Professor	  Rein	  Ulijn’s	  research	  group,	  
fluorenylmethyloxycarbonyl-­‐diphenylalanine	  (Fmoc-­‐FF)	  assembles	  into	  fibers	  when	  
exposed	  to	  physiological	  concentrations	  of	  calcium	  ions21.	  	  An	  extended	  network	  of	  
these	  fibers	  produces	  a	  macro-­‐scale	  hydrogel.	  	  The	  Fmoc-­‐FF	  coassembles	  with	  Fmoc-­‐
serine	  (S),	  a	  surfactant-­‐like	  molecule.	  	  The	  coassembly	  allows	  the	  Fmoc-­‐S	  to	  coat	  the	  
Fmoc-­‐FF	  fiber,	  providing	  a	  neutral	  to	  hydrophilic	  surface	  on	  the	  exterior	  to	  which	  the	  
cells	  adhere21,22.	  	  The	  Fmoc-­‐FF/S	  core/shell	  model	  yields	  promising	  results	  for	  











Figure	  2.	  A	  representation	  of	  an	  
Fmoc-­‐FF/S	  coassembled	  nanofiber,	  
and	  nanofiber	  network	  forming	  a	  
macro-­‐scale	  hydrogel	  (adapted	  
from	  Alakpa	  et	  al.	  2016)22.	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Fluorenylmethyloxycarbonyl	  (Fmoc)	  is	  an	  aromatic	  ester	  used	  as	  a	  protecting	  
group	  for	  peptide	  synthesis.	  	  The	  hydrophobic	  Fmocs	  interact	  non-­‐covalently	  via	  pi-­‐pi	  
stacking	  of	  the	  aromatic	  rings24.	  	  Anti-­‐parallel	  β-­‐sheet	  structures	  result	  from	  the	  
intermolecular	  hydrogen	  bonds	  of	  the	  aromatic	  peptides.	  	  The	  Fmoc-­‐FF	  peptides	  
demonstrates	  the	  propensity	  to	  self	  assemble	  into	  nanoscale	  fibrous	  structures	  based	  
on	  their	  stacking	  arrangements21,22,23.	  	  These	  nanofiber	  networks	  mimic	  the	  network	  of	  
proteins	  formed	  by	  a	  natural	  ECM.	  	  Varying	  the	  stiffness	  of	  these	  hydrogel	  scaffolds,	  
researchers	  have	  been	  able	  to	  direct	  differentiation	  of	  HMSCs	  in	  the	  absence	  of	  chemical	  
differentiation	  media22.	  
The	  signals	  that	  the	  cells	  receive	  from	  their	  environment	  are	  critical	  for	  cell	  
survivorship	  and	  functionality.	  	  We	  used	  the	  Fmoc-­‐FF	  architecture	  combined	  with	  
hepatocyte-­‐specific	  biochemistries	  for	  this	  cell	  type.	  	  RGD	  is	  a	  peptide	  derived	  from	  the	  
ECM	  protein	  fibronectin	  that	  signals	  cells	  to	  adhere	  and	  proliferate	  through	  integrin	  
receptors25.	  	  Researchers	  have	  demonstrated	  the	  culture	  of	  fibroblasts	  with	  Fmoc-­‐
FF/RGD	  hydrogel	  scaffolds23.	  	  Hepatocytes	  bind	  to	  the	  amino	  sugar	  galactosamine	  (Gal)	  
through	  asiaglycoprotein	  receptors26	  on	  the	  surface	  of	  the	  cell.	  	  Using	  customizable	  
peptide	  building	  blocks	  of	  the	  Fmoc-­‐FF	  fiber	  decorated	  with	  the	  cell	  adhesion	  peptide	  
RGD	  as	  well	  as	  the	  amino	  sugar	  galactosamine,	  we	  developed	  scaffolding	  to	  support	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Figure	  3.	  The	  molecular	  structure	  of	  the	  hydrogel	  scaffold	  components:	  Fmoc-­‐diphenylalanine	  





	  	  	  
	  
	  
Figure	  4.	  A	  model	  of	  an	  Fmoc-­‐FF/RGD	  nanofiber	  aligning	  with	  other	  fibers	  to	  form	  a	  ribbon.	  	  
The	  RGD	  biocompatible	  functional	  groups	  are	  displayed	  on	  the	  outside	  where	  they	  are	  
accessible	  to	  the	  cells.	  (Adapted	  from	  Zhou,	  et	  al.	  2009)23.	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We	  aimed	  to	  create	  a	  hydrogel	  scaffold	  for	  3D	  cell	  culture	  composed	  of	  short	  
amino	  acids	  and	  simple	  functional	  biomolecules,	  relevant	  for	  in	  vitro	  culturing	  of	  liver	  
cells.	  	  We	  sought	  to	  characterise	  the	  gels	  according	  to	  architecture,	  mechanical	  
properties	  and	  integration	  of	  the	  biochemical	  components.	  	  Additionally,	  we	  cultured	  
cells	  within	  the	  hydrogels	  and	  measured	  their	  viability	  and	  functional	  characteristics.	  
Taking	  these	  analyses,	  we	  describe	  a	  previously	  undescribed	  biomaterial	  for	  the	  culture	  
of	  primary	  human	  hepatocytes.	  
There	  exists	  no	  perfectly	  characterized	  synthetic	  scaffold	  composed	  of	  simple	  
and	  modular	  subunits	  manufactured	  in	  a	  laboratory	  setting.	  	  Supramolecular	  
biomaterials	  are	  tunable,	  relying	  on	  dynamic,	  non-­‐covalent	  interactions	  for	  the	  
associations	  between	  the	  building	  blocks10,24,27.	  	  The	  study	  of	  protein	  structure	  and	  
interactions	  allows	  researchers	  to	  apply	  the	  rules	  governing	  structure	  to	  shorter,	  
simple	  peptide	  chains.	  Our	  3D	  matrix	  of	  liver	  cells	  will	  provide	  researchers	  with	  a	  
model	  for	  liver	  disease	  and	  development.	  	  Ultimately,	  we	  intend	  to	  create	  synthetic	  liver	  
tissue.	  	  Using	  our	  materials	  as	  a	  graft	  with	  autologous	  induced	  pluripotent	  stem	  (IPS)	  
cells,	  we	  may	  one	  day	  provide	  people	  with	  the	  liver	  tissue	  that	  they	  need	  to	  survive	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Results	  	  
Fmoc-­‐diphenylalanine/serine	  hydrogels	  
Alakpa	  et	  al.	  demonstrate	  that	  pre-­‐adipocyte	  cells	  cultured	  in	  varying	  
concentrations	  of	  Fmoc-­‐FF/S	  hydrogels	  resulting	  in	  variable	  stiffnesses	  of	  the	  scaffolds	  
will	  produce	  lineage	  specific	  proteins	  and	  metabolites	  according	  to	  the	  stiffness	  of	  the	  
culture	  matrix.	  	  The	  researchers	  showed	  that	  cells	  cultured	  in	  the	  softer	  gel	  expressed	  
neural	  markers	  and	  cells	  cultured	  in	  the	  stiffer	  gel	  expressed	  osteogenic	  markers22.	  	  In	  
order	  to	  gain	  confidence	  with	  performing	  3D	  cell	  culture	  techniques	  in	  supramolecular	  
hydrogels,	  we	  cultured	  human	  mesenchymal	  stem	  cells	  across	  three	  stiffnesses	  of	  the	  
Fmoc-­‐FF/S	  gel	  and	  stained	  the	  cells	  using	  Calcein-­‐AM	  (figure	  5).	  	  The	  two	  softer	  gels	  
fully	  dissolved/contracted	  after	  eight	  days,	  and	  the	  cells	  cultured	  in	  the	  softer	  gels	  were	  
discarded	  after	  10	  days	  in	  culture,	  at	  which	  point	  noticeable	  loss	  of	  cell	  volume	  was	  
visible.	  	  On	  the	  rigid	  gels,	  we	  observed	  noticeable	  cell	  prolifteration.	  	  The	  fact	  that	  the	  
























Effectively	  extracting	  cells	  from	  a	  peptide-­‐based	  matrix	  is	  a	  challenge	  that	  we	  
have	  still	  not	  overcome.	  	  This	  is	  important	  because	  we	  may	  want	  to	  passage	  the	  cells	  
from	  generation	  to	  generation,	  as	  well	  as	  extract	  cells	  for	  analysis.	  	  Initially,	  we	  tested	  a	  
method	  of	  diluting	  the	  cell	  seeded	  Fmoc-­‐FF/S	  hydrogels	  into	  a	  large	  volume	  of	  
phosphate	  buffered	  saline.	  	  After	  suspension	  and	  mechanical	  disruption	  of	  the	  gel,	  both	  
the	  seeded	  cells	  and	  the	  gel	  material	  formed	  a	  combined	  pellet	  upon	  centrifugation.	  	  
Enzymatic	  means	  of	  cell	  extraction,	  as	  one	  would	  undertake	  with	  traditional	  two-­‐
dimensional	  cell	  culture	  on	  plastic	  flasks	  and	  dishes	  proved	  only	  moderately	  successful.	  	  
We	  tested	  a	  side-­‐by-­‐side	  comparison	  of	  the	  serine	  protease	  trypsin,	  and	  an	  enzyme	  
cocktail,	  Accutase,	  manufactured	  by	  Innovative	  Cell	  Technologies,	  Inc.	  for	  cell	  
Figure	  5.	  Brightfield	  (top)	  and	  fluorescent	  (bottom)	  images	  of	  human	  mesenchymal	  stem	  
cells	  cultured	  in	  Fmoc-­‐FF/S	  gels	  after	  3,	  and	  10	  days	  of	  culture.	  	  The	  gels	  varied	  in	  the	  
concentration	  of	  peptide	  powder	  used	  in	  their	  respective	  formulations	  and	  their	  stiffness	  
varied	  accordingly	  (approximately	  1,	  13,	  and	  32kPa).	  Soft	  and	  Stiff	  gels	  had	  dissolved	  by	  day	  
10.	  (Magnification:	  60x	  Scale:	  field	  of	  view	  is	  0.880	  x	  0.660mm).	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detachment.	  	  We	  cultured	  murine	  fibroblasts	  on	  top	  of	  three	  concentrations	  of	  Fmoc-­‐
FF/S	  hydrogels,	  corresponding	  to	  three	  different	  stiffness	  moduli,	  and	  tested	  both	  
enzyme	  solutions	  under	  the	  three	  conditions	  (figure	  6).	  	  Neither	  solution	  produced	  
satisfactory	  cell	  extraction	  (table	  1).	  
	  
	  
Figure	  6.	  Fluorescent	  (top)	  and	  brightfield	  (bottom)	  images	  of	  mCherry	  labeled	  J2	  murine	  
fibroblasts	  cultured	  in	  Fmoc-­‐FF/S	  hydrogels	  at	  soft(a)	  stiff(b)	  and	  rigid(c)	  concentrations	  




	   Trypsin	  (total/dead)	  x	  
104	  cells	  
Accutase	  (total/dead)	  x	  
104	  cells	  
Soft	   No	  cells	  recovered**	   7/0	  	  	  	  	  	  (+	  -­‐	  1.4)	  
Stiff	   18/10	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  (+	  -­‐	  2.8)	   14/1	  	  	  	  	  	  (+	  -­‐	  2.8)	  
Rigid	   35/14	  	  	  	  	  	  (+	  -­‐	  1.4)	   13/2	  	  	  	  	  	  (+	  -­‐	  4.2)	  
Control*	   197/4	  	  	  	  	  	  (+	  -­‐	  49.4)	   76/2	  	  	  	  	  	  	  (+	  -­‐	  14.2)	  
	  
Table	  1.	  Fibroblasts	  recovered	  from	  three	  stiffnesses	  of	  Fmoc-­‐FF/S	  gels	  and	  control	  polystyrene	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Characterization	  of	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  hepatocyte-­‐specific	  hydrogels	  
	   Having	  established	  satisfactory	  protocols	  for	  the	  culture	  of	  both	  human	  
mesenchymal	  stem	  cells	  and	  murine	  fibroblasts	  in	  the	  Fmoc-­‐FF/S	  based	  gels,	  as	  well	  as	  
reproduced	  elements	  of	  published	  work	  (Alakpa	  et	  al.	  2016),	  we	  subsequently	  designed	  
a	  novel	  material	  for	  the	  hepatocyte	  cell	  type.	  	  The	  Fmoc-­‐Galactosamine	  and	  Fmoc-­‐RGD	  
were	  added	  to	  the	  Fmoc-­‐FF	  peptide	  fiber.	  	  With	  the	  addition	  of	  the	  hepatocyte-­‐specific	  
amino	  sugar,	  we	  have	  an	  additional	  functional	  component	  incorporated	  into	  the	  Fmoc-­‐
FF/RGD	  fibers	  described	  previously23.	  	  Gels	  were	  formed	  with	  the	  three	  components,	  as	  
the	  Fmoc	  groups	  from	  all	  molecules	  stack	  together	  through	  non-­‐covalent	  interactions.	  
	  
	  	  	  
	  Figure	  7.	  Transmission	  electron	  microscopy	  images	  of	  16mM	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  at	  
four	  different	  magnifications,	  demonstrating	  fibers	  and	  fiber	  networks.	  











Figure	  8.	  Fmoc-­‐FF	  based	  hydrogels	  assembled	  in	  12-­‐well	  plates	  within	  transwell	  inserts.	  	  A	  




Figure	  9.	  Fluorescence	  analysis	  of	  Fmoc-­‐FF	  (10mM),	  Fmoc-­‐Gal	  (4mM)	  ,	  Fmoc-­‐RGD	  (4mM)	  and	  
Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  (18mM).	  Fluorescent	  intensity	  of	  the	  Fmoc	  group	  varies	  according	  to	  the	  
peptide/saccharide	  to	  which	  it	  is	  coupled.	  The	  Fmoc-­‐FF	  shows	  the	  least	  intensity	  and	  quenches	  
the	  Fmoc-­‐Gal	  and	  Fmoc-­‐RGD	  emission	  upon	  supramolecular	  assembly.	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In	  order	  to	  analyze	  the	  gel	  assembly	  and	  confirm	  the	  integration	  of	  the	  gel	  
components	  into	  a	  functional	  material,	  we	  performed	  transmission	  electron	  microscopy	  
(TEM)	  of	  the	  gels.	  	  Using	  TEM,	  we	  observed	  the	  formation	  of	  fibers	  that	  provides	  the	  
architecture	  for	  the	  hydrogel	  (figure	  7).	  	  Microscopy	  of	  the	  Fmoc-­‐FF/S	  gels	  in	  previous	  
literature	  also	  exhibit	  fiber	  nanostructures22.	  	  Fluorescence	  analysis	  indicates	  that	  the	  
three	  components	  (Fmoc-­‐FF/Gal/RGD)	  of	  the	  gel	  are	  integrating	  together	  (figure	  9).	  	  
The	  Fmoc	  protecting	  group	  on	  the	  peptides	  and	  sugar	  emits	  at	  a	  wavelength	  of	  300-­‐
450nm.	  	  We	  excited	  our	  samples	  at	  280nm	  and	  collected	  the	  emission	  beginning	  at	  
300nm.	  	  For	  the	  Fmoc-­‐FF	  fiber,	  the	  Fmoc	  emission	  is	  significantly	  quenched	  compared	  
to	  the	  higher	  fluorescent	  signal	  of	  Fmoc-­‐Galactosamine	  and	  Fmoc-­‐RGD.	  	  When	  the	  three	  
components	  are	  combined,	  the	  signal	  is	  reduced	  to	  a	  level	  comparable	  to	  Fmoc-­‐FF.	  	  
These	  results	  indicate	  the	  integration	  of	  Fmoc-­‐Gal	  and	  Fmoc-­‐RGD	  into	  the	  Fmoc-­‐FF	  
fiber.	  	  Rheology	  was	  employed	  to	  test	  the	  stiffness	  of	  a	  11mM	  and	  16mM	  Fmoc-­‐
FF/Gal/RGD	  hydrogel.	  The	  results	  show	  an	  elastic	  modulus	  of	  about	  65	  Pascals	  (Pa)	  and	  
110	  Pa	  respectively,	  and	  an	  elastic	  modulus	  greater	  than	  a	  viscous	  modulus	  for	  both	  
gels	  (roughly	  10	  and	  0.1	  Pa)	  (figure	  10).	  	  The	  wider	  gap	  between	  the	  elastic	  and	  viscous	  
modulus	  on	  the	  gel	  of	  higher	  concentration	  (16mM)	  indicates	  that	  that	  gel	  is	  more	  
robust	  in	  its	  stiffness	  and	  elasticity.	  





Hepatocyte	  culture	  in	  the	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  hydrogel	  scaffolds	  
The	  first	  pilot	  test	  of	  the	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  involved	  culturing	  human	  
mesenchymal	  stem	  cells,	  which	  were	  selected	  because	  they	  had	  been	  proven	  in	  
comparable	  hydrogel	  systems.	  These	  initial	  gels	  had	  a	  concentration	  of	  7mM	  Fmoc-­‐FF	  
and	  11mM	  total	  concentration	  (Fmoc-­‐Gal	  +	  Fmoc-­‐RGD).	  	  The	  7/11mM	  (Fmoc-­‐FF/total)	  
gels	  dissolved	  after	  a	  four	  days	  in	  culture.	  	  We	  next	  tried	  10/16mM	  and	  10/18mM	  gels	  
side	  by	  side	  with	  primary	  rat	  hepatocytes.	  	  With	  these	  two	  gels,	  we	  attempted	  three	  
different	  culture	  methods	  in	  order	  to	  determine	  which	  would	  best	  support	  the	  
Figure	  10.	  Rheology	  stiffness	  analysis	  of	  co-­‐assembled	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  hydrogels	  
at	  11mM	  and	  16mM	  concentration.	  G’	  is	  the	  elastic	  modulus,	  and	  G”	  is	  the	  viscous	  
modulus28.	  	  Both	  gels	  show	  an	  elastic	  modulus	  higher	  than	  a	  stiffness	  modulus.	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hepatocytes,	  2D,	  3D	  and	  using	  preformed	  cell	  aggregates	  of	  cells	  in	  3D.	  	  All	  of	  the	  
culture	  methods	  (2D,	  3D	  and	  aggregate)	  were	  a	  co-­‐culture	  of	  the	  rat	  hepatocytes	  with	  J2	  
murine	  embryonic	  fibroblasts	  at	  a	  ratio	  of	  2:1	  (hepatocytes	  :	  J2).	  	  This	  is	  a	  co-­‐culture	  
shown	  to	  support	  hepatocyte	  survival	  and	  function18.	  	  An	  enzyme-­‐linked	  
immunosorbent	  Assay	  (ELISA)	  to	  detect	  albumin	  production	  was	  performed	  at	  various	  
time	  points	  over	  14	  days,	  the	  16mM	  gels	  dissolved	  before	  day	  12.	  	  We	  performed	  both	  
bright	  field	  and	  fluorescent	  imaging	  on	  the	  hepatocytes.	  	  Live/dead	  staining	  (Calcien-­‐
AM/Ethidium	  homodimer-­‐1)	  of	  human	  hepatocyte/fibroblast	  aggregates	  reveals	  living	  





















Figure	  11.	  Bright	  field	  images	  of	  hepatocyte	  :	  fibroblast	  aggregates	  in	  Fmoc-­‐FF(a),	  Fmoc-­‐
FF/Gal(b),	  Fmoc-­‐FF/RGD(c)	  and	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD(d)	  hydrogel	  scaffolds	  at	  day	  4	  of	  culture.	  
Scale	  bar	  100µm.	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Figure	  12.	  Z-­‐stack	  of	  live/dead	  stain	  (Calcien-­‐AM	  +	  ethidium	  homodimer)	  of	  hepatocyte	  :	  




Figure	  13.	  Relative	  levels	  of	  albumin	  produced	  by	  primary	  rat	  hepatocytes	  assessed	  by	  ELISA	  in	  
16mM	  and	  18mM	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  in	  three	  separate	  cell	  culture	  formats:	  2D,	  3D	  and	  
Aggregate,	  respectively.	  Day	  7	  of	  culture.	  Samples	  normalized	  to	  known	  concentrations	  of	  
albumin	  






Two	  ELISAs	  were	  performed;	  the	  first	  assessed	  the	  production	  of	  albumin	  by	  the	  
hepatocytes	  at	  days	  3,	  5,	  7	  and	  9	  from	  media	  collected	  from	  both	  on	  top	  of	  the	  gel	  
surface	  and	  from	  below	  the	  cell	  culture	  insert.	  	  No	  albumin	  was	  detected	  in	  the	  media	  
collected	  from	  around	  the	  culture	  insert.	  	  The	  second	  ELISA	  assessed	  the	  production	  of	  
albumin	  in	  media	  from	  the	  surface	  of	  the	  gels	  on	  days	  3,	  7,	  9,	  and	  day	  13	  or	  14	  
depending	  on	  when	  the	  gels	  dissolved.	  	  Known	  standard	  concentrations	  of	  albumin	  
were	  also	  assessed	  in	  the	  same	  96	  well	  plates	  as	  the	  samples	  in	  order	  to	  provide	  a	  
reference	  for	  relative	  levels	  of	  production	  of	  the	  protein.	  	  We	  plotted	  a	  graph	  of	  the	  
known	  standards	  to	  compare	  the	  samples	  against	  so	  that	  we	  would	  determine	  a	  
quantitative	  level	  of	  albumin	  produced	  by	  the	  cells.	  	  The	  2D	  culture	  in	  the	  16mM	  gels	  
Figure	  14.	  Figure	  ELISA	  analysis	  of	  albumin	  produced	  by	  primary	  human	  
hepatocytes	  in	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gel,	  Fmoc-­‐FF,	  Fmoc-­‐Gal,	  Fmoc-­‐RGD	  on	  days	  1	  
and	  6	  of	  culture.	  Samples	  normalized	  to	  known	  concentrations	  of	  albumin.	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produced	  the	  most	  albumin,	  followed	  by	  the	  aggregate	  method	  in	  the	  18mM	  gels	  (figure	  
13).	  
Owing	  to	  the	  longer-­‐lasting,	  more	  robust	  characteristics	  of	  the	  18mM	  gels,	  we	  
selected	  these	  for	  our	  next	  phase	  of	  experimentation.	  	  These	  gels	  cultured	  with	  
aggregates	  of	  human	  hepatocytes/murine	  fibroblasts	  in	  a	  2D	  format	  with	  three	  
negative	  controls:	  Fmoc-­‐FF,	  Fmoc-­‐FF/Gal	  and	  Fmoc-­‐FF/RGD.	  	  All	  of	  the	  samples,	  
including	  the	  controls,	  showed	  approximately	  a	  four-­‐fold	  decrease	  in	  detectable	  
albumin	  over	  the	  six	  days	  (figure	  14).	  	  However,	  from	  the	  work	  of	  Alakpa	  et	  al.	  it	  is	  clear	  
that	  the	  Fmoc-­‐FF	  fibers	  effectively	  bind	  serum	  proteins22.	  	  Therefore,	  we	  cannot	  be	  
certain	  that	  the	  hepatocytes	  are	  actually	  producing	  less	  albumin	  over	  this	  time	  frame.	  	  
This	  protein	  binding	  effect	  was	  the	  same	  concern	  when	  the	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gel	  and	  
negative	  controls	  were	  again	  tested	  side	  by	  side	  in	  3D	  culture	  format,	  this	  time	  with	  the	  
addition	  of	  Matrigel	  as	  a	  positive	  control.	  	  No	  albumin	  was	  detected	  in	  any	  sample,	  
leading	  us	  to	  believe	  that	  the	  fiber	  matrix	  bound	  all	  of	  the	  albumin	  produced	  by	  the	  
cells.	  
The	  XTT	  (3-­‐(4,5-­‐dimethylthiazol-­‐2-­‐yl)-­‐5-­‐(3-­‐carboxymethoxyphenyl)-­‐2-­‐(4-­‐
sulfophenyl)-­‐2H-­‐tetrazolium)	  metabolic	  activity	  assay	  performed	  at	  day	  6	  of	  culture	  
shows	  that	  the	  cells	  within	  the	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gel	  have	  the	  highest	  reading	  for	  
metabolic	  activity	  compared	  to	  the	  Matrigel	  positive	  control.	  	  The	  three-­‐component	  
FF/RGD	  gel	  shows	  the	  second	  highest	  viability	  evaluation	  and	  the	  cells	  cultured	  on	  the	  
undecorated	  Fmoc-­‐FF	  fiber	  show	  a	  viability	  of	  <40%	  (figure	  15).	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Figure	  15.	  XTT	  colormetric	  assay	  for	  cell	  metabolic	  activity	  and	  cell	  viability	  performed	  with	  
hepatocyte	  :	  fibroblast	  aggregates	  in	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  and	  controls	  on	  day	  6.	  	  Matrigel	  
used	  as	  positive	  control	  (100%	  viability).	  
	  
	  
Figure	  16.	  Total	  RNA	  levels	  detected	  from	  hepatocyte	  :	  fibroblast	  aggregates	  cultured	  in	  Fmoc-­‐
FF/Gal/RGD	  gels	  and	  controls.	  Day	  6.	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RNA	  extraction	  from	  the	  hepatocytes	  cultured	  in	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  and	  
controls	  revealed	  that	  cells	  cultured	  in	  Matrigel	  yielded	  the	  highest	  level	  of	  RNA	  
transcript	  at	  477ng/μl.	  	  The	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  and	  Fmoc-­‐FF/RGD	  gels	  produced	  
158ng/μl	  and	  116ng/μl	  of	  RNA	  respectively	  (figure	  16).	  
We	  performed	  qPCR	  on	  the	  hepatocytes	  cultured	  in	  the	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gel,	  
assessing	  relative	  expression	  of	  hepatic	  genes	  cytochrome	  P450	  2E1	  (CYP2E1)	  and	  Na+-­‐	  
taurocholate	  cotransporting	  polypeptide	  (NTCP)29.	  	  CYP450	  is	  involved	  in	  metabolism	  
of	  hormones	  and	  foreign	  substances	  such	  as	  drugs	  and	  is	  a	  marker	  of	  liver	  function26,30	  
NTCP	  is	  responsible	  for	  bile	  and	  sodium	  transport29.	  The	  Fmoc-­‐FF/RGD	  gel	  showed	  the	  
most	  gene	  expression	  for	  both	  genes	  tested.	  	  qPCR	  of	  Matrigel	  showed	  both	  the	  target	  
gene	  and	  the	  control	  gene	  expression	  earlier	  than	  any	  Fmoc-­‐FF	  based	  samples.	  	  
However,	  the	  target	  gene	  was	  expressed	  earlier	  than	  the	  control	  gene	  in	  the	  
experimental	  gels,	  indicating	  up-­‐regulation	  of	  those	  genes	  (figure	  17).	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Figure	  17.	  Relative	  CYP2E1	  and	  NTCP	  gene	  expression	  of	  hepatocyte	  :	  fibroblast	  aggregates	  














































	   26	  
Discussion	  	  
Fmoc-­‐FF/S	  hydrogel	  scaffolds	  
The	  3D	  culture	  and	  fluorescent	  imaging	  of	  the	  HMSCs	  within	  the	  Fmoc-­‐FF/S	  
provided	  a	  good	  foundation	  for	  the	  design	  and	  implementation	  of	  a	  novel	  biomaterial	  
customized	  for	  a	  specific	  cell	  type.	  	  We	  observed	  expansion	  of	  cells	  and	  changes	  in	  
morphology	  over	  time,	  and	  discovered	  approximate	  time	  domains	  for	  cell	  experiments	  
in	  the	  materials	  (figure	  5).	  	  We	  had	  low	  success	  in	  removing	  the	  cells	  from	  the	  gels	  with	  
trypsin	  or	  Accutase	  (table	  1).	  	  While	  trypsin	  removed	  a	  slightly	  higher	  number	  of	  cells,	  
there	  were	  more	  dead	  cells	  as	  well	  as	  misshapen	  cells.	  	  There	  was	  also	  more	  debris	  in	  
the	  suspension,	  presumably	  from	  cells	  that	  were	  lysed	  from	  the	  chemical	  and	  from	  the	  
mechanical	  sheer	  of	  agitation.	  The	  reason	  why	  no	  cells	  were	  recovered	  from	  the	  soft	  
trypsin	  gel	  is	  because	  too	  much	  gel	  came	  into	  the	  cell/trypsin	  suspension	  and	  bound	  the	  
cells	  so	  they	  did	  not	  pellet	  during	  centrifugation.	  The	  gels	  became	  very	  soft	  and	  were	  
aspirated	  into	  the	  pipette	  along	  with	  the	  cell	  +	  trypsin	  suspension.	  	  With	  centrifugation,	  
the	  cells	  did	  not	  separate	  from	  the	  gel.	  There	  is	  success	  in	  culturing	  the	  fibroblasts	  
effectively	  on	  the	  Fmoc-­‐FF/S	  material,	  as	  fibroblasts	  are	  an	  anchorage	  –dependent	  cell	  
type.	  	  We	  have	  indicated	  that	  this	  cell	  culture	  material	  is	  suitable	  for	  at	  least	  a	  five-­‐day	  
culture	  of	  anchorage-­‐dependent	  fibroblasts	  (figure	  6).	  	  Future	  tests	  in	  cell	  extraction	  
from	  our	  peptide-­‐based	  biomaterials	  will	  involve	  the	  use	  of	  collagenase	  and	  EDTA	  in	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Hepatocyte-­‐specific	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  hydrogel	  scaffolds	  
	  
We	  effectively	  synthesized	  and	  characterized	  a	  new	  three-­‐component	  hydrogel	  
scaffold.	  	  The	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  yield	  promising	  results	  with	  hepatocyte	  culture.	  	  
After	  a	  few	  days	  of	  culture	  with	  the	  HMSCs,	  the	  gels	  (11mM)	  began	  to	  dissolve.	  The	  next	  
iteration	  of	  gels	  consisted	  of	  a	  higher	  concentration	  of	  Fmoc-­‐FF	  (16mM	  and	  18mM)	  and	  
it	  was	  found	  that	  both	  lasted	  longer.	  	  A	  higher	  concentration	  of	  Fmoc-­‐FF	  will	  increase	  
the	  lifespan	  of	  the	  gels,	  as	  well	  as	  increase	  the	  rheological	  stiffness,	  which	  is	  shown	  to	  
be	  softer	  than	  liver	  tissue28.	  Tuning	  our	  material	  to	  match	  the	  stiffness	  of	  the	  liver	  is	  
expected	  to	  provide	  the	  hepatocytes	  with	  an	  additional	  level	  of	  stimulus	  for	  survival	  
and	  maintenance.	  
The	  fact	  that	  we	  have	  demonstrated	  cell	  survival	  with	  the	  live/dead	  staining	  
holds	  promise	  for	  further	  development	  (figure	  12).	  	  This	  is	  an	  entirely	  new	  material	  
that	  holds	  great	  promise	  for	  the	  future	  of	  3D	  cell	  culture	  and	  tissue	  engineering.	  
Pertaining	  to	  the	  albumin	  analysis	  using	  the	  ELISA,	  while	  we	  observed	  a	  decrease	  in	  
detectible	  albumin	  over	  time	  (figure	  14),	  this	  is	  not	  conclusive,	  because	  we	  know	  from	  
previous	  research	  that	  the	  Fmoc-­‐FF	  fibers	  bind	  serum	  proteins22.	  	  The	  3D	  culture	  
method	  probably	  decreases	  the	  amount	  of	  albumin	  that	  we	  can	  collect	  during	  media	  
changes	  as	  well.	  
As	  an	  alternative	  for	  the	  albumin	  ELISA	  and	  XTT	  assay,	  both	  of	  which	  have	  their	  
challenges	  in	  our	  gel	  system,	  we	  plan	  to	  test	  an	  enzymatic	  activity	  assay	  for	  cytochrome	  
p450,	  which	  is	  produced	  by	  the	  same	  gene	  assessed	  in	  our	  qPCR	  (CYP2E1).	  
The	  Fmoc-­‐FF/RGD	  gels	  performed	  better	  than	  the	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  with	  
both	  of	  the	  genes	  analyzed	  in	  our	  qPCR	  experiments	  (figure	  17).	  	  Fmoc-­‐FF/Gal	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performed	  the	  worst,	  with	  even	  lower	  gene	  expression	  than	  the	  negative	  control	  of	  only	  
the	  Fmoc-­‐FF	  fibers	  undecorated	  with	  any	  functional	  molecule.	  	  When	  galactosamine	  is	  
added	  to	  the	  Fmoc-­‐FF/RGD	  gels,	  hepatocyte	  gene	  expression	  is	  reduced.	  	  There	  is	  
documented	  galactosamine	  toxicity	  in	  hepatocytes	  involving	  the	  reduction	  of	  RNA	  and	  
protein	  synthesis31.	  	  The	  level	  or	  manner	  in	  which	  the	  hepatocytes	  were	  exposed	  to	  the	  
galactosamine	  may	  have	  resulted	  in	  hepatotoxicity.	  	  In	  our	  qPCR	  cycle	  analysis,	  the	  
housekeeping	  genes	  GAPDH	  and	  β-­‐actin	  control	  genes	  were	  not	  reliably	  expressed	  in	  
the	  Fmoc-­‐FF/Gal	  sample	  despite	  expression	  of	  the	  target	  genes	  CYP2E1	  and	  NTCP	  
(figure	  17).	  	  The	  Fmoc-­‐FF/RGD	  gel	  is	  a	  simpler,	  and	  our	  findings	  indicate	  that	  it	  is	  the	  
best	  candidate	  gel	  that	  we	  tested.	  	  	  
Rather	  than	  providing	  conclusions	  that	  we	  are	  immediately	  able	  to	  translate	  to	  
clinical	  therapy,	  the	  results	  of	  this	  work	  push	  us	  to	  explore	  new	  areas.	  	  There	  are	  four	  
future	  projects	  that	  this	  work	  inspires.	  	  The	  first	  is	  a	  primary	  hepatocyte	  culture,	  using	  
the	  Fmoc-­‐FF	  fiber	  with	  lactobionic	  acid,	  a	  disaccharide	  of	  gluconic	  acid	  and	  galactose.	  	  
Surfaces	  functionalized	  with	  lactobionic	  acid	  have	  been	  demonstrated	  to	  promote	  
hepatocyte	  interaction32.	  	  This	  will	  provide	  us	  with	  an	  interesting	  and	  comparable	  
alternative	  to	  the	  galactosamine,	  which	  did	  not	  perform	  as	  well	  as	  anticipated.	  	  We	  
intend	  to	  differentiate	  induced	  pluripotent	  stem	  cells	  into	  hepatocytes	  in	  the	  hydrogel	  
scaffolds.	  	  	  Alakpa	  et	  al.	  demonstrated	  that	  adipose	  derived	  mesenchymal	  stem	  cells	  can	  
be	  guided	  towards	  differentiation	  based	  on	  the	  elastic	  modulus	  of	  the	  Fmoc-­‐FF/S	  gel22.	  	  
We	  intend	  to	  repeat	  this	  using	  induced	  pluripotent	  stem	  cells.	  	  Additionally,	  Zhou	  et	  al.	  
have	  successfully	  cultured	  anchorage	  dependent	  fibroblasts	  in	  Fmoc-­‐FF/RGD	  gels23.	  	  
Using	  this	  knowledge,	  we	  can	  use	  the	  Fmoc-­‐FF/RGD	  gels,	  and	  vary	  elastic	  modulus	  of	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this	  material	  in	  order	  to	  determine	  if	  we	  can	  direct	  differentiation	  of	  mesenchymal	  stem	  
cells	  and	  IPS	  cells	  towards	  a	  particular	  lineage.	  	  The	  final	  project	  pertains	  to	  
maintenance	  of	  genome	  integrity	  as	  IPS	  cells	  are	  expanded	  in	  culture.	  	  One	  of	  the	  
primary	  concerns	  when	  using	  IPS	  cells	  for	  therapy	  is	  the	  risk	  of	  oncogenic	  mutations.	  	  
These	  mutations	  can	  arise	  from	  off	  target	  effects	  from	  induction	  methods	  as	  well	  as	  the	  
selective	  pressures	  of	  expanding	  the	  cells	  in	  culture33.	  	  	  We	  intend	  to	  design	  and	  refine	  a	  
supramolecular	  biomaterial	  for	  the	  expansion	  of	  IPS	  cells	  in	  culture	  with	  a	  reduction	  in	  








Peptide	  gel	  materials	  were	  acquired	  from	  Biogelx,	  Inc.	  The	  gels	  were	  prepared	  by	  
combining	  the	  Fmoc-­‐FF	  and	  Fmoc-­‐Gal	  powders	  and	  adding	  2mL	  of	  water	  followed	  by	  
the	  addition	  of	  0.5M	  NaOH	  (about	  130-­‐160µl)	  to	  raise	  the	  pH	  sufficiently	  (about	  10)	  for	  
solubility	  through	  vortexing	  and	  sonication.	  	  The	  Fmoc-­‐RGD	  was	  also	  dissolved	  in	  2mL	  
of	  water	  and	  the	  two	  peptide	  solutions	  combined.	  	  The	  pH	  of	  the	  final	  solution	  was	  then	  
raised	  to	  a	  neutral	  7-­‐7.5	  through	  the	  addition	  of	  more	  0.5M	  NaOH.	  	  The	  combined	  
solution	  was	  then	  sterile-­‐filtered	  though	  a	  0.8-­‐micron	  syringe	  filter,	  yielding	  about	  3mL	  
total	  of	  sterile	  pre-­‐gel	  peptide	  solution.	  
	  
Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  Gel	  solution	  concentrations:	  
11mM	  gel:	  0.015g	  Fmoc-­‐FF,	  0.002g	  Fmoc-­‐Gal,	  0.007g	  Fmoc-­‐RGD	  (7mM	  Fmoc-­‐FF,	  
11mM	  total)	  
16mM	  gel:	  0.02g	  Fmoc-­‐FF,	  0.002g	  Fmoc-­‐Gal,	  0.01g	  Fmoc-­‐RGD	  (10mM	  Fmoc-­‐FF,	  16mM	  
total)	  
18mM	  gel:	  0.0214g	  Fmoc-­‐FF,	  0.0024g	  Fmoc-­‐Gal,	  0.012g	  Fmoc-­‐RGD	  (10mM	  Fmoc-­‐FF,	  
18mM	  total)	  
	  
For	  the	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  project,	  Fmoc-­‐FF	  and	  Fmoc-­‐Galactosamine	  were	  added	  to	  
2mL	  water	  and	  the	  pH	  raised	  with	  the	  addition	  of	  NaOH	  (0.5M)	  until	  the	  powders	  
dissolved	  with	  vortex	  and	  sonication.	  	  The	  Fmoc-­‐RGD	  was	  added	  to	  2mL	  water	  and	  the	  
two	  peptide	  solutions	  were	  mixed	  together,	  filtered	  through	  a	  0.8micron	  syringe	  filter,	  
and	  the	  pH	  was	  adjusted	  to	  7-­‐7.5	  through	  the	  dropwise	  addition	  of	  HCl	  (0.5M).	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The	  hepatocyte	  cells	  were	  seeded	  into	  the	  gels	  using	  the	  standard	  Biogelx	  2D	  and	  3D	  
cell	  culture	  protocols.	  	  The	  preformed	  aggregates	  (2:1	  Hep	  :	  J2)	  were	  cultured	  in	  
micropatterned	  polydimethylsiloxane	  (PDMS)	  wells	  coated	  with	  pluronic	  acid	  for	  24	  
hours	  before	  being	  cultured	  in	  the	  gels	  using	  the	  standard	  Biogelx	  3D	  culture	  method.	  
For	  the	  2D	  protocol,	  1	  x	  106	  hepatocytes	  were	  suspended	  in	  2.6	  mL	  ITS	  cell	  culture	  
media	  and	  300	  µl	  of	  the	  cell	  suspension	  was	  pipetted	  onto	  the	  surface	  of	  the	  pre-­‐formed	  
gels.	  This	  yielded	  eight	  total	  gels,	  four	  of	  each	  16mM	  and	  18mM	  gel.	  A	  total	  of	  3.5	  x	  105	  
J2	  cells	  in	  2.6	  mL	  ITS	  media	  (2:1)	  were	  added	  to	  the	  surface	  of	  the	  gels	  after	  24	  hours.	  	  
For	  the	  3D	  protocol,	  6	  x	  105	  hepatocytes	  and	  2	  x	  105	  J2	  cells	  were	  suspended	  in	  130	  µl	  
ITS	  cell	  culture	  media	  and	  then	  mixed	  into	  1.3	  mL	  	  pre-­‐gel	  solution.	  	  This	  was	  repeated	  
for	  both	  gel	  concentrations	  to	  yield	  four	  of	  each	  16mM	  and	  18mM	  gel	  concentration.	  	  
The	  aggregate	  protocol	  followed	  the	  above	  cell	  concentration	  for	  3D	  culture,	  although	  
only	  one	  of	  each	  16mM	  and	  18mM	  gel	  was	  produced.	  
	  
As	  these	  gels	  (11mM)	  proved	  too	  soft	  for	  long-­‐term	  culture,	  the	  next	  phase	  of	  gels	  was	  
prepared	  with	  0.02g	  Fmoc-­‐FF,	  0.01g	  Fmoc-­‐RGD	  and	  0.002g	  Fmoc-­‐Galactosamine	  
(16.3mM).	  
Cells	  were	  added	  to	  the	  Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  gels	  in	  a	  different	  manner	  than	  they	  were	  
added	  to	  the	  Fmoc-­‐FF/S	  gels.	  The	  number	  of	  cells	  needed	  to	  make	  a	  1x106	  cells/1mL	  gel	  
solution	  ratio	  was	  allotted	  to	  a	  tube	  and	  10%	  media	  added	  to	  break	  up	  and	  suspend	  the	  
cell	  pellet	  (100µl	  media/1mL	  gel	  suspension).	  	  The	  cells	  were	  further	  mixed	  into	  the	  gel	  
solution	  and	  gelation	  was	  carried	  out	  as	  described	  below.	  
	  
Except	  where	  stated	  otherwise,	  all	  hepatocyte	  culture	  was	  performed	  with	  primary	  
human	  hepatocytes.	  
The	  human	  hepatocytes	  were	  sourced	  from	  human	  liver	  biopsies.	  
The	  rat	  hepatocytes	  were	  harvested	  from	  a	  female	  rat.	  
	  
Fmoc-­‐FF/S	  gel	  solution	  concentrations:	  
Soft:	  0.018g	  lyophilized	  powder	  +	  4mL	  H2O	  
Stiff:	  0.070g	  lyophilized	  powder	  +	  4mL	  H2O	  
Rigid:	  0.11g	  lyophilized	  powder	  +	  4mL	  H2O	  
	  
After	  addition	  of	  water,	  the	  solutions	  were	  vortexed	  and	  sonicated	  until	  powders	  were	  
fully	  dissolved.	  Cells	  were	  added	  according	  to	  the	  Biogelx	  2D	  protocol.	  
The	  human	  mesenchymal	  stem	  cells	  were	  adipose	  derived	  and	  cultured	  in	  DMEM	  media	  
with	  10%	  FBS	  and	  1%	  pen/strep.	  
	  
2D	  cell	  culture	  (Adapted	  from	  Biogelx,	  Inc.)	  
1.	  Prior	  to	  the	  plating	  of	  the	  gelation	  mixtures	  into	  the	  cell	  culture	  inserts,	  the	  peptide	  
gel	  solutions	  were	  placed	  under	  UV	  light	  in	  a	  cell	  culture	  hood	  for	  30	  minutes	  with	  the	  
caps	   removed,	   and	   then	  placed	   in	   a	   cell	   incubator	   for	   30	  minutes,	   until	   the	   solutions	  
reached	  37	  °C.	  	  	  
2.	  The	  pre-­‐gel	  solutions	  were	  gently	  mixed	  using	  a	  pipette	  to	  ensure	  the	  solution	  was	  
	   31	  
homogeneous,	  and	  the	  solutions	  were	  placed	  in	  a	  bath	  sonicator	  for	  30	  seconds.	  	  	   	  	  	  	  	  
3.	  300	  μl	  of	  the	  pre-­‐gel	  solution	  was	  pipetted	  into	  each	  12-­‐well	  plate	  insert.	  1400	  μl	  of	  
cell	  culture	  media	  was	  added	  into	  each	  well	  (outside	  the	  insert),	  so	  that	  the	  pre-­‐gel	  
solution	  in	  each	  insert	  was	  in	  contact	  (through	  the	  membrane)	  with	  media	  from	  
underneath.	  	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	   	   	   	   	  	  	  	  	  4.	  The	  
culture	  well	  plate	  was	  placed	  in	  the	  cell	  incubator	  at	  37	  °C	  with	  a	  humidified	  
atmosphere	  of	  5	  %	  CO2	  for	  1.5	  hours	  to	  form	  the	  gel.	  	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  
5.	  After	  1.5	  hours	  of	  incubation,	  300	  μl	  of	  cell	  culture	  media	  was	  gently	  pipetted	  onto	  
the	  surface	  of	  the	  gel	  and	  the	  surrounding	  media	  replaced	  with	  1400μl	  of	  new	  cell	  
culture	  media.	  The	  culture	  well	  plate	  was	  stored	  in	  the	  incubator	  overnight	  without	  
adding	  cells.	  	  	   	   	   	   	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
6.	  The	  cell	  suspension	  was	  prepared	  as	  described	  above	  and	  300μl	  of	  the	  suspension	  
was	  added	  to	  the	  surface	  of	  the	  gels.	  	  
3D	  cell	  culture	  (Biogelx)	  
	  
1.	  Prior	  to	  use,	  the	  peptide	  gel	  solutions	  were	  placed	  under	  UV	  light	  for	  45	  minutes,	  
followed	  by	  30	  minutes	  in	  a	  cell	  incubator	  (in	  addition	  to	  cell	  media),	  until	  the	  solutions	  
reached	  37°C.	  
2.	  The	  peptide	  gel	  solutions	  were	  mixed	  using	  a	  pipette	  to	  produce	  a	  homogeneous	  
solution	  and	  placed	  the	  solution	  in	  a	  bath	  sonicator	  for	  30	  seconds	  in	  order	  to	  remove	  
air	  bubbles.	  
3.	  The	  cells	  were	  prepared	  as	  described	  above.	  
4.	  300	  µl	  of	  the	  prepared	  peptide	  gel/cell	  solution	  was	  gently	  added	  to	  each	  12-­‐well	  
plate	  insert.	  	  1400	  µl	  media	  was	  added	  into	  the	  well	  	  (outside	  of	  the	  inserts)	  and	  the	  
plate	  was	  incubated	  at	  37°C	  with	  a	  humidified	  atmosphere	  of	  5%	  CO2	  	  for	  1	  hour.	  
5.	  After	  1	  hour	  of	  incubation,	  300	  µl	  of	  media	  was	  added	  gently	  to	  the	  surface	  of	  the	  gel	  
and	  the	  surrounding	  media	  was	  replaced	  with	  1400	  µl	  new	  media.	  The	  media	  on	  the	  
surface	  of	  the	  gel	  was	  replaced	  after	  2	  hours	  with	  300	  µl	  new	  media.	  
	  
Cell	  Extraction	  	  
	  
Trypsin:	  Three	  inserts	  had	  media	  removed	  and	  the	  gels	  were	  washed	  twice	  with	  300	  µl	  
serum-­‐free	  DMEM	  to	  remove	  the	  media.	  Gels	  incubated	  for	  5	  minutes	  in	  between	  
washes.	  
300	  µl	  of	  trypsin	  was	  added	  to	  the	  inserts	  and	  left	  for	  few	  seconds.	  Most	  of	  the	  trypsin	  
was	  removed	  leaving	  approximately	  100	  µl	  behind.	  Gels	  were	  incubated	  for	  5	  five	  
minutes,	  checking	  periodically	  for	  cell	  detachment	  under	  the	  microscope.	  300	  µl	  of	  
trypsin	  was	  added	  to	  the	  insert	  and	  pipetted	  up	  and	  down	  to	  remove	  any	  remaining	  
cells.	  The	  cell/trypsin	  mixture	  was	  transferred	  to	  a	  centrifuge	  tube.	  300	  µl	  cell	  culture	  
media	  was	  used	  as	  a	  wash	  to	  ensure	  that	  the	  cells	  attached	  had	  been	  removed	  from	  the	  
well.	  
	  
Accutase:	  Three	  inserts	  had	  media	  removed	  and	  the	  gels	  were	  washed	  the	  gels	  twice	  
with	  300	  µl	  serum-­‐free	  DMEM	  to	  remove	  the	  media.	  	  Gels	  incubated	  for	  5	  minutes	  in	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between	  washes.	  300	  µl	  of	  Accutase	  was	  added	  to	  the	  inserts	  and	  incubated	  for	  5	  five	  
minutes,	  checking	  periodically	  for	  cell	  detachment	  under	  the	  microscope.	  The	  
cell/Accutase	  mixture	  was	  aspirated	  and	  decanted	  into	  a	  centrifuge	  tube.	  300	  µl	  cell	  
culture	  media	  was	  used	  as	  a	  wash	  to	  ensure	  that	  the	  cells	  attached	  had	  been	  removed	  
from	  the	  well.	  
	  
All	  tubes	  including	  the	  controls	  (polystyrene)	  were	  centrifuged	  at	  1000	  rpm	  for	  five	  
minutes	  to	  pellet	  the	  cells.	  Cells	  were	  re-­‐suspended	  in	  a	  centrifuge	  tubes	  in	  media,	  10	  µl	  
of	  cells	  suspension	  was	  added	  to	  10	  µl	  of	  trypan	  blue	  (1:1	  dilution)	  and	  counted	  using	  
hemocytometer	  taking	  note	  of	  ratio	  between	  live	  and	  dead	  cells	  for	  all	  four	  samples.	  
	  
ELISA	  Protocol	  
1.	  96-­‐well	  plate	  coated	  with	  100	  μl	  10	  μg/mL	  anti-­‐rat	  albumin	  (1:100	  of	  1mg/mL	  stock	  
diluted	  into	  coating	  buffer)	  incubated	  1	  hour	  at	  room	  temperature	  
2.	  Washed	  5x	  with	  PBS	  +	  0.05%	  Tween20	  (PBST)	  
3.	  Plate	  blocked	  with	  200	  μl	  Superblock	  (Pierce	  Biotechnology)	  incubated	  overnight	  at	  
4°C	  
4.	  Washed	  5x	  with	  PBST	  
5.	  Standards	  prepared:	  400,	  200,	  100,	  50,	  25,	  12.5,	  6.25	  ng/mL	  through	  serial	  dilution	  
with	  sample	  dilutent	  (1:10	  superblock	  :	  PBST)	  beginning	  with	  stock	  of	  80	  mg/mL.	  100	  
μl	  standards	  added	  to	  each	  well	  (triplicates	  of	  each	  standard)	  
6.	  Samples	  prepared	  from	  collected	  media	  (1:10	  or	  1:5	  media	  :	  sample	  dilutent)	  100	  μl	  
sample	  added	  to	  each	  well.	  Incubated	  1	  hour	  at	  room	  temperature	  
7.	  Washed	  5X	  	  
8.	  Added	  100	  μl	  of	  13.33	  ng/mL	  albumin	  detection	  antibody	  (1:75,000	  of	  1mg/mL	  
stock).	  Incubated	  1hour	  room	  temperature	  
9.	  Washed	  5X	  
10.	  Added	  100	  μl	  TMB	  substrate	  and	  watch	  for	  color	  change	  
11.	  Stop	  with	  100	  μl	  of	  0.18M	  H2SO4	  and	  read	  absorbance	  at	  450nm	  
	  
Live/Dead	  staining	  
1.	  Remove	  the	  media	  from	  the	  gel	  surface	  and	  then	  wash	  the	  gel	  by	  adding	  200	  μl	  of	  1x	  
PBS	  	  	  
2.	  Add	  250	  μl	  of	  Live/Dead	  (5μl	  EthD-­‐1,	  1.5μl	  calcein-­‐AM	  in	  2.5mL	  DI	  water)	  stain	  
solution	  to	  the	  top	  of	  the	  gel	  and	  cover	  the	  plate	  with	  foil.	  	  	  
3.	  Incubate	  the	  gels	  with	  stain	  for	  20	  minutes	  at	  37	  ̊C.	  	  	  
4.	  Remove	  the	  stain	  solution	  and	  wash	  with	  PBS	  to	  remove	  unbound	  reagents.	  	  	  
5.	  Remove	  the	  insert	  membrane	  and	  place	  the	  gel	  on	  glass	  slide.	  	  	  
	  
Transmission	  Electron	  Microscopy	  
Wet	  samples	  were	  prepared	  on	  a	  copper	  grid	  and	  stained	  with	  0.5%	  uranyl	  acetate	  in	  
water.	  




1.	  A	  solution	  of	  10mM	  PMS	  reagent	  in	  PBS	  was	  prepared.	  
2.	  4mg	  of	  XTT	  was	  added	  in	  4mL	  of	  ITS	  cell	  culture	  media.	  
3.	  10	  μl	  of	  PMS	  solution	  was	  added	  to	  4mL	  of	  the	  XTT	  solution.	  
4.	  25	  μl	  of	  the	  XTT/PMS	  solution	  was	  added	  to	  the	  cells	  per	  100	  μl	  cell	  culture.	  
5.	  The	  cells	  and	  solution	  was	  incubated	  for	  3	  hours.	  
6.	  Absorbance	  was	  read	  at	  450nm.	  
	  
RNA	  extraction	  (Biogelx)	  
1.	   Transfer	   the	   cell-­‐seeded	   hydrogel	   samples	   (two	   gels	   at	   1x105	   cells/gel)	   into	  
microcentrifuge	  tube	  and	  add	  500	  μL	  of	  TRIzol.	  Vortex	  or	  pipette	  to	  disrupt	  the	  gel.	  	  
2.	  Incubate	  the	  prepared	  samples	  at	  room	  temperature	  for	  a	  minimum	  of	  10	  minutes	  to	  
allow	  for	  cell	  lysis.	  	  
3.	  Centrifuge	  samples	  at	  12,000	  g	  for	  15	  minutes	  at	  4	  °C	  to	  pellet	  the	  excess	  gel,	  whilst	  
retaining	  RNA	  in	  solution.	  	  
4.	  Transfer	  the	  supernatant	  to	  a	  clean	  tube	  and	  add	  100	  μL	  of	  chloroform.	  	  Subject	  the	  
tube	  to	  vigorous	  shaking	  for	  20	  seconds	  and	  incubate	  the	  sample	  at	  room	  temperature	  
for	  3	  minutes.	  	  
5.	  Centrifuge	  the	  sample	  at	  12,000	  g	  for	  15	  minutes	  at	  4	  °C	  to	  enable	  phase	  separation.	  	  	  
6.	   Transfer	   the	   upper	   aqueous	   phase	   of	   the	   sample	   to	   a	   clean	   tube	   and	  mix	   5	   μL	   of	  
glycoblue	  (3	  mg/mL)	  and	  250	  μL	  of	  isopropanol	  to	  the	  sample.	  	  	  
7.	   Incubate	   the	  sample	  at	   room	  temperature	   for	  10	  minutes	  and	   further	  centrifuge	  at	  
12,000	  g	  for	  15	  minutes	  at	  4	  °C.	  	  
8.	  Remove	  the	  supernatant	  using	  a	  pipette	  without	  disturbing	  the	  resultant	  blue	  pellet	  
in	  the	  bottom	  of	  the	  tube.	  	  
9.	  Wash	  the	  precipitated	  RNA	  pellet	  in	  500	  μL	  ethanol	  (75	  %)	  and	  centrifuged	  at	  7,500	  g	  
for	  5	  minutes	  at	  4	  °C.	  	  
10.	  Without	  disturbing	  the	  pellet,	  remove	  the	  ethanol	  by	  pipette.	  	  Ensure	  that	  all	  ethanol	  
in	  the	  tube	  is	  removed	  by	  air-­‐drying	  the	  pellet	  in	  the	  tube.	  	  
11.	  Re-­‐suspend	  the	  pellet	  in	  distilled	  RNAse-­‐free	  water	  (20	  μL)	  and	  incubated	  at	  55	  °C	  
for	  10	  minutes	  to	  enable	  the	  pellet	  to	  fully	  re-­‐suspend.	  	  
12.	  Store	  samples	  at	  -­‐80	  ˚C	  until	  ready	  for	  use.	  	  
	  
	  
Quantitative	  Polymerase	  Chain	  Reaction	  
Following	  RNA	  extraction,	  our	  RNA	  samples	  were	  reverse	  transcribed	  into	  cDNA	  using	  
an	  iScript	  reverse	  transcription	  kit	  from	  Bio-­‐Rad.	  	  Based	  on	  our	  RNA	  levels	  as	  assessed	  
by	  a	  NanoDrop,	  we	  diluted	  the	  cDNA	  samples	  to	  15ng/μl,	  and	  used	  30ng	  total	  cDNA	  in	  
our	  qPCR	  reaction.	  	  Additionally,	  per	  well,	  we	  added	  7.5μl	  SYBR	  Green	  qPCR	  reagent,	  
0.6μl	  of	  each	  gene	  primer,	  and	  enough	  RNase-­‐free	  water	  to	  bring	  the	  sample	  volume	  up	  
to	  15μl	  per	  well.	  	  	  








qPCR	  statistical	  analysis	  
Fmoc-­‐FF/RGD	  compared	  to	  Matrigel	  CYP2E1	  expression	  two-­‐tailed	  P	  value	  =	  0.0416*	  
Fmoc-­‐FF/RGD	  compared	  to	  Matrigel	  NTCP	  expression	  two-­‐tailed	  P	  value	  =	  0.0416*	  
Fmoc-­‐FF/Gal/RGD	  compared	  to	  Matrigel	  CYP2E1	  two-­‐tailed	  P	  value	  =	  0.0433*	  
	  
*The	  analysis	  was	  performed	  with	  triplicate	  samples.	  	  In	  some	  cases,	  not	  all	  of	  the	  wells	  
would	  exhibit	  gene	  expression	  in	  either	  the	  target	  or	  control	  gene.	  	  In	  this	  case,	  only	  
wells	  showing	  expression	  are	  reported	  for	  fold	  expression,	  and	  a	  reading	  of	  0	  is	  
factored	  into	  the	  standard	  deviation	  of	  fold	  expression.	  
Fmoc-­‐FF/Gal	  samples	  did	  not	  consistently	  show	  expression	  of	  the	  control	  gene,	  despite	  












Figure	  18.	  Third	  order	  polynomial	  graph	  of	  human	  albumin	  standards	  used	  to	  
determine	  levels	  of	  albumin	  produced	  by	  hepatocytes	  cultured	  within	  the	  hydrogels.	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